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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
%  odstotek 
 °C  stopinje Celzija  
ang.  angleško  
A adenin (dušikova baza, ki se nahaja v nukleotidih) 
APS  amonijev persulfat 
BLAST algoritem za primerjavo zaporedij in iskanje optimalnih lokalnih 
poravnav (ang. The Basic Local Alignment Search Tool) 
bp  bazni par 
C citozin (dušikova baza, ki se nahaja v nukleotidih) 
CO2  ogljikov dioksid 
Cul2 protein cullin 2 (ang. protein cullin 2) 
DE   družinska eritrocitoza 
ddH2O  dvojno destilirana voda  
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
dNTP    deoksinukleotid trifosfat 
E2  ubikvitin-konjugirni encim 
ECYT1 družinska eritrocitoza tipa 1, vezana na različico nukleotidnega 
zaporedja v genu EPOR (ang. Erythrocytosis, familial, 1) 
ECYT2 družinska eritrocitoza tipa 2, vezana na različico nukleotidnega 
zaporedja v genu VHL (ang. Erythrocytosis, familial, 2) 
ECYT3 Družinska eritrocitoza tipa 3, vezana na različico nukleotidnega 
zaporedja v genu EGLN1  (ang. Erythrocytosis, familial, 3) 
ECYT4 Družinska eritrocitoza tipa 4, vezana na različico nukleotidnega 
zaporedja v genu EPAS1 (ang. Erythrocytosis, familial, 4) 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
EF elektroforeza 
EloB   elongin B 
EloC elongin C  
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EPAS1 endotelijska PAS domena (ang. Endothelial PAS Domain Protein 1) 
EPO eritropoetin 
EPOR   eritropoetinski receptor 
G   gvanin (dušikova baza, ki se nahaja v nukleotidih) 
Hb   hemoglobin 
HIF faktor odziven na hipoksijo (ang. Hipoxia-inducible factor) 
HRE element odziven na hipoksijo (ang. Hypoxia-Response Element) 
Hsp70 skupek proteinov (šaperonski kompleks), ki usmerjajo ter 
pospešujejo zvijanje in razvijanje drugih proteinov 
Ht   hematokrit 
min   minuta 
ID   identifikacijska številka (ang. identity number) 
NGS sekvenciranje naslednje generacije (ang. Next-generation 
sequencing) 
NTC    negativna kontrola brez DNA (ang. non template control) 
O2    kisik 
OH    hidroksilni radikal 
OMIM  katalog človeških genov in genetskih bolezni (ang. Online 
Mendelian Inheritance in Man) 
PAGE   poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction) 
p300 histonska acetiltransferaza  
PHD  protein prolil hidroksilazna domena (gen EGLN1) 
RBX1  protein, ki aktivira kompleks VCB-Cul2 (ang. RING-box protein 1) 
RCF relativna centrifugalna sila (g) (ang. relative centrifugal field) 
RefSeq identifikacijska številka referenčne sekvence 
rs  referenčna številka SNP (ang. reference SNP ID number) 
s  sekunda 
XI 
Mencin I. Analiza genetske variabilnosti tumor-supresorskega gena VHL pri družinski eritrocitozi.        
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
SHL Specializiran hematološki laboratorij kliničnega oddelka za 
hematologijo, interna klinika Univerzitetnega kliničnega centra 
Ljubljana 
SNP polimorfizem posameznega nukleotida (ang. single nucleotide 
polymorphism)  
TBE   elektroforetski pufer iz Tris-HCl, borove kisline in EDTA 
TEMED N,N,N'N'-Tetrametiletilendiamin 
TP  temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov 
TRiC  šaperoninski kompleks, ki usmerja ter pospešuje zvijanje in 
razvijanje drugih proteinov, tudi CCT (ang. TCP-1 Ring Complex) 
Ub   protein ubikvitin, pomemben kot označevalec proteinov za 
razgradnjo v proteosomu  
UKC Univerzitetni klinični center 
UTR   neprevedena regija (ang. untranslated region) 
VCB  kompleks proteinov VHL, elongin C in elongin B 
VHL tumor-supresorski protein von Hippel-Lindau 
ZO   začetni oligonukleotid 
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SLOVARČEK 
alel različica gena, ki se nahaja na homolognih kromosomih 
škatla BC in škatla Cul  območji, kjer se vežeta proteina elongin C in cullin 2 
dimerizacija tvorba kompleksa iz dveh enostavnejših spojin 
polimeraza DNA encim, ki katalizira povezovanje deoksinukleotidov in s tem 
sintezo verige DNA, komplementarno matični verigi 
feokromocitom benigni tumor sredice nadledvične žleze 
hepatociti jetrne parenhimske celice 
hipoksija   pomanjkanje preskrbe s kisikom v tkivih 
hipoksično okolje okolje z znižano vsebnostjo kisika 
kardiomiocite srčnomišične celice  
kromatida del kromosoma 
normoksično okolje okolje z normalno vsebnostjo kisika 
preeklampsija povišan krvni tlak v nosečnosti 
sekvenciranje določanje nukleotidnega zaporedja 
sestavljeni heterozigot  oblika genotipa, pri katerem ima oseba dve različni različici 
nukleotidnega zaporedja (različna, ne divja alela) na istem 
lokusu, lahko tudi dve različici nukleotidnega zaporedja na 
dveh lokusih istega gena (ang. compound heterozygous) 
 
tromboza tvorba krvnih strdkov 
5' UTR regija neprevedena regija, ki omogoča vezavo ribosoma in začetek 
prevajanja 
 
3' UTR regija neprevedena regija pomembna za zaključek prevajanja 
nukleotidnega v aminokislinsko zaporedje 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Družinska eritrocitoza (DE) je redka dedna bolezen s povečanim številom rdečih krvničk, 
pogosto tudi povečanim hematokritom (Ht) in hemoglobinom (Hb). Vzrok bolezni je lahko 
mutacija enega izmed več kot 12 znanih genov, medtem ko je veliko genov še neznanih 
(Camps in sod., 2016; Hussein in sod., 2012). Vpliv genov na razvoj bolezni ostaja v 
nekaterih primerih še nepojasnjen. V literaturi je bilo objavljenih več možnih različic 
zaporedja deoksiribonukleinske kisline (DNA) na genu tumor-supresorskega proteina von 
Hippel-Lindau (VHL), ki vodijo v razvoj DE. V sodelovanju s Specializiranim 
hematološkim laboratorijem kliničnega oddelka za hematologijo, interna klinika, 
Univerzitetni klinični center Ljubljana (v nadaljevanju SHL) smo pridobili vzorce DNA za 
vpeljavo metode (V), vzorce štirih bolnikov (B1, B2, B11, B21) z nepojasnjeno 
eritrocitozo in vzorce dveh zdravih kontrol (Z1, Z3). S pomočjo kontrolnih vzorcev smo 
postavili metodo za genetsko analizo gena VHL, z novo postavljeno metodo pa smo 
analizirali bolnike in zdravi kontroli. Glavna tema magistrske naloge je bila postavitev 
diagnostičnega testa za ugotavljanje različic v genu VHL pri bolnikih s sumom na 
družinsko eritrocitozo tipa 2. 
Nalogo je odobrila Komisija za medicinsko etiko (KME 115/08/15), bolniki in ostali 
udeleženci pa so podpisali soglasje za sodelovanje v raziskavi. 
 
1.2 CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
1. Določitev različic nukleotidnega zaporedja gena VHL povezanih z družinsko 
eritrocitozo tipa 2 (»vročih točk«) glede na podatkovne zbirke in pregled objav. 
2. Postavitev diagnostične metode za analizo mutacij gena VHL. 
3. Določitev prisotnosti genetske variabilnosti gena VHL na izbranih vzorcih bolnikov 
z eritrocitozo neznanega vzroka ter ovrednotenje njihovega vpliva na izraženost 
bolezenskega stanja.  
2 
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 Različice nukleotidnega zaporedja gena VHL, povezane z družinsko eritrocitozo 
tipa 2, se nahajajo znotraj regij vezavnih mest s proteini. 
 Na osnovi genetske variabilnosti gena VHL bomo razvili novo diagnostično metodo 
za opredelitev družinske eritrocitoze tipa 2. 
 Bolniki z eritrocitozo neznanega vzroka, ki so vključeni v raziskavo, imajo 
različice nukleotidnega zaporedja v genu VHL.  
3 
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2 PREGLED OBJAV  
2.1 ERITROCITOZA 
Eritrocitoza je bolezen, pri kateri ima bolnik povečano število rdečih krvničk in povečanje 
hematokrita, ki traja več kot dva meseca. Hematokrit je povečan, ko presega referenčno 
vrednost. Pri moških je referenčna vrednost hematokrita 0,45 ± 0,05, medtem ko je pri 
ženskah ta vrednost 0,41 ± 0,05 (McMullin, 2008). Vrednost rdečih krvničk je povišana, 
ko je povečana za 25 % predvidenega volumna rdečih krvničk glede na težo in spol 
bolnika (Lee in Arcasoy, 2015). Glede na vzrok nastanka eritrocitozo delimo na primarno 
in sekundarno obliko, ki sta lahko pridobljeni ali prirojeni. Ko pride do povečanja rdečih 
krvničk brez znanega razloga, bolezen poimenujemo idiopatska eritrocitoza (McMullin, 
2008). Glavna razlika med primarno in sekundarno eritrocitozo je v izvoru motnje, ki se 
odraža v količini hormona eritropoetina (EPO) v organizmu (Blacklock in Royle, 2001) 
(Slika 1, priloga A). Nastajanje EPO, ki najpogosteje poteka v ledvicah, je odvisno od 
nasičenosti tkiva s kisikom. Hormon EPO je glavni regulator produkcije rdečih krvničk v 
kostnem mozgu (McMullin, 2008).  
Glavni vzrok primarne eritrocitoze so motnje v izvornih krvotvornih celicah v kostnem 
mozgu (Thiele in sod., 2001). Za primarno eritrocitozo je značilno, da se količina rdečih 
krvničk in hemoglobina poviša, medtem ko je količina eritropoetina (EPO) nizka. Do 
primarne pridobljene bolezni, ki jo poznamo tudi pod imenom policitemija vera (PV, 
OMIM: 263300), pride zaradi različice p.Val617Phe in mutacije eksona 12 na genu Janus 
kinaza 2 (JAK2) (James in sod., 2005). Manj pogoste različice nukleotidnega zaporedja, ki 
vodijo v PV, se pojavljajo na genu nuklearnega faktorja eritroid 2 (NFE2) in genu Tet 
metilcitozin dioksigenaza 2 (TET2) (Delhommeau  in sod., 2009; Jutzi in sod., 2013). 
Trenutno v kliniki že uporabljamo rutinski test za določevanje različic nukleotidnega 
zaporedja na genu JAK2, tudi v Sloveniji (Lee in Arcasoy, 2015; Mlakar, 2008). Primarna 
prirojena eritrocitoza, ki se deduje dominantno (ECYT1; Erythrocytosis, familial, 1; 
OMIM: 133100), je povezana z različicami v genu eritropoetinskega receptorja (EPOR) 
(Percy in Rumi, 2009).  
Do sekundarne podedovane eritrocitoze lahko pride zaradi različnih dejavnikov izven 
kostnega mozga. Več kot 90 različic nukleotidnega zaporedja je bilo potrjenih na genu 
hemoglobina (HBA1). Hemoglobin je nujen za vezavo in prenos kisika. Zaradi sprememb v 
nukleotidnem zaporedju gena, hemoglobin veže kisik z visoko afiniteto in ga v tkivo 
sprošča počasneje. To privede do hipoksičnih pogojev v celicah in razvoja eritrocitoze 
(McMullin, 2008). Do sekundarne podedovane eritrocitoze pride tudi zaradi različic 
nukleotidnega zaporedja v genih, katerih naloga je zaznavanje ravni kisika v celici (Slika 
1) (Lee in Percy, 2011). Čeprav je znanih več genov, ki bi lahko vplivali na razvoj bolezni, 
so trenutno sekundarne (podedovane) oblike bolezni natančneje opredeljene z le tremi 
geni: družinska eritrocitoza tipa 2 (ECYT2, OMIM: 263400) je bolezen, ki nastane zaradi 
4 
Mencin I. Analiza genetske variabilnosti tumor-supresorskega gena VHL pri družinski eritrocitozi.        
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
različic nukleotidnega zaporedja v genu VHL, družinska eritrocitoza tipa 3 (ECYT3, 
OMIM: 609820) v genu EGLN1 (ang. Egl-9 Family Hypoxia Inducible Factor 1) in 
družinska eritrocitoza tipa 4 (ECYT4, OMIM: 611783) v genu endotelijske PAS domene 
(EPAS1) (Hussein in sod., 2012). 
Pridobljeno sekundarno eritrocitozo lahko povzroči prekomerno kajenje, tumorji, kronična 
arterijska hipoksemija, uporaba androgenih steroidov, itd.  
Glavni simptomi eritrocitoze so srčne in možganske kapi, glavoboli, vrtoglavice, težave pri 
dihanju, zmanjšana koncentracija, krvavitve iz nosu, zadihanost in srbečica po kopanju. 




Slika 1: Prikaz tipov eritrocitoze in genov, ki vplivajo na razvoj bolezni (Bento in sod., 2014; Camps in sod., 
2016; Hussein in sod., 2012).   
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2.2 GEN VHL  
Gen VHL se nahaja na krajši ročici 3. kromosoma, na poziciji 3p25. 3. Gen ima dva 
produkta (izoforma pVHL30 in pVHL19), ki se razlikujeta v dolžini in teži (molekulska 
masa 30.000 g/mol in 19.000 g/mol). Večji prepis VHL-201 (30.000 g/mol) ima 3737 bp 
dolgo nukleotidno zaporedje, kar kodira 213 aminokislin. Gen ima tri eksone in 2 dolga 
introna. Različice v genu VHL poleg eritrocitoze vodijo v bolezni kot so: sindrom von 
Hippel-Lindau, karcinom ledvičnih celic, feokromocitom in druge vrste rakastih obolenj. 
 
2.2.1 Protein VHL 
Protein VHL (UniProt ID: P40337) ima pomembno vlogo kot zaviralec rasti rakastih celic, 
saj preprečuje prehitro in nekontrolirano rast (Rathmell in Chen, 2008). Protein nima nalog 
encima, ena izmed glavnih vlog proteina pa je razgradnja proteina EPAS1 (Cai in sod., 
2010). VHL je sestavni del kompleksa, katerega poleg VHL sestavljajo še trije proteini -  
elongin C (EloC, OMIM: 600788), elongin B (EloB, OMIM: 600787) in cullin 2 (Cul2, 
OMIM: 603135) (Slika 2). EloC in Cul2 se vežeta neposredno na protein VHL, medtem ko 
se EloB veže na EloC (Okumura in sod., 2012). 
 
Legenda: Cul2 – Cullin 2, EloB – Elongin B, EloC – Elongin C, VHL – Tumor-supresorski protein von 
Hippel-Lindau. 
Slika 2: Shema kompleksa VCB-Cul2 (VHL, elongin B, elongin C in cullin 2) (Nguyen in sod., 2015). 
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Vezavni mesti za EloC in Cul2 se na proteinu VHL nahajata med aminokislinami 157-190 
(škatla BC, škatla Cul), medtem ko za EPAS1 med aminokislino 91-113 (Slika 3) (Nguyen 
in sod., 2015). Eno izmed ključnih vezavnih mest naj bi bilo tudi območje med 
aminokislino 100-155, kjer pride do vezave s kompleksom proteinov toplotnega šoka, 70 
kilodaltonov (Hsp70) in šaperoninom TCP-1 Ring Complex (CCT/TRiC). Oba kompleksa 
šaperonov sta pomembna za pravilno zvijanje tarčnega proteina (Melville in sod., 2003). 
 
 
Legenda: EPAS1 – vezavno mesto za protein EPAS1,  CCT – vezavno mesto za šaperonin TRiC/CCT in 
šaperon Hsp70, BC – vezavno mesto za Elongin B in Elongin C, Cul – vezavno mesto za protein Cullin 2.  
Slika 3: Vezavna mesta proteina VHL.  
 
2.2.2 Vloga kompleksa VCB–Cul2 pri oksidativni poti 
Glavna naloga kompleksa VCB–Cul2 je razgradnja proteinov, ki v celici niso več potrebni. 
V povezavi z ECYT2 ima pomembno vlogo pri razgradnji proteinov, odgovornih za 
zaznavanje količine kisika v celici (Okumura in sod., 2012). Pomembni tarči kompleksa 
sta transkripcijska faktorja hipoksija-inducibilni faktor 1 alfa (HIF1A) in EPAS1 (tudi 
HIF2A). Heterodimerna transkripcijska faktorja imata zelo podobno strukturo in se tudi 
vežeta na isto območje zaporedja DNA, a njuno delovanje je različno (Loboda in sod., 
2010). HIF1A se izraža v tkivih, medtem ko se EPAS1 izraža v točno določenih tipih celic 
(npr. v celicah endotelja, kardiomikocitah, hepatocitah, glia celicah in ledvičnih celicah) 
(Lee in Percy, 2011). V primeru raka debelega črevesa je HIF1A spodbujal rast rakavih 
celic, medtem ko je EPAS1 zaviral rast le-teh (Imamura in sod., 2009). EPAS1 ima 
pomembnejšo vlogo pri izražanju genov, povezanih z regulacijo kisika. 
V pogojih z normalno količino kisika (normoksični pogoji) pride do hidroksilacije proteina 
EPAS1. Hidroksilacijo vršijo proteini prolil hidroksilaze (PHD, tudi EGLN1, OMIM: 
606425). Hidroksiliran EPAS1 se lahko veže na ubikvitin-ligazni kompleks E3, ki se 
aktivira z vezavo proteina Ring-box 1 (RBX1), kar vodi do ubikvitinacije in razgradnje 
proteina EPAS1 v proteosomu (Slika 4). Ubikvitin-ligazni kompleks E3 sestavljajo 
proteini: Elongin B, Elongin C, Cullin2, ubikvitin-konjugirni encim (E2), RBX1 (ang. 
RING-box protein 1) in VHL. 
V primeru pomanjkanja kisika se EPAS1 poveže s hipoksija-inducibilnim faktorjem 1 beta 
(HIF1B), ki je v celici prisoten ves čas. Dimer EPAS1-HIF1B se v jedru poveže s 
histonsko acetiltrasferazo p300, čemur sledi vezava na element odziven na hipoksijo 
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(HRE, ang. hipoxia response element) na DNA. Sledi prepisovanje več genov, odgovornih 
za odziv na pomanjkanje kisika, kot so eritropoetin (EPO), vaskularni endotelni rastni 
faktor (VEGF), trasferin (TF) ter drugi. Kot odgovor na pomanjkanje kisika se poveča 
proizvodnja rdečih krvničk (Slika 4) (Bento in sod., 2014; Kamura in sod., 2004; Okumura 
in sod., 2012; Ratcliffe, 2007).  
 
 
Legenda: CO2 – ogljikov dioksid, Cul2 – cullin2, E2 – ubikvitin-konjugirni encim, EPO – eritropoetin, HIF – 
transkripcijski faktor, sestavljen iz več podenot; HIF1B – hipoksija-inducibilni faktor  1 beta in EPAS1 - 
endotelijska PAS domena (tudi HIF2A),  HRE – element odziven na hipoksijo, O2 – kisik, OH – hidroksilni 
radikal, p300 – histon acetiltransferaza, PHD – prolil hidroksilaza, RBX1 – (ang. RING-box protein 1), TF – 
transferin, Ub – ubikvitin, VEGF – vaskularni endotelni rastni faktor, VHL – tumor-supresorski protein von 
Hippel-Lindau. 
Slika 4: Vloga proteina VHL v normoksičnem in hipoksičnem okolju. Levo - V normoksičnem okolju pride 
do hidroksilacije in degradacije proteina EPAS1. Encimi PHD v normoksičnih pogojih hidroksilirajo EPAS1. 
Hidroksilacija omogoča vezavo na protein VHL, ki je del kompleksa ubikvitin-ligaza E3, sestavljenega iz 
VCB-Cul2, RBX1 in E2. Kompleks katalizira ubikvitinacijo proteina EPAS1. Desno - V hipoksičnem okolju 
EPAS1 ni hidroksiliran, kar povzroči stabilizacijo dotičnega proteina. EPAS1 (HIF2A) se poveže s HIF1B. 
Dimer se poveže s p300, kompleks pa se veže na HRE, kar vodi v transkripcijo tarčnih genov, eden izmed 
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2.2.3 VHL in eritrocitoza 
Zaradi različic nukleotidnega zaporedja gena VHL ne pride do vezave proteina VHL na 
EPAS1, ki posledično ni razgrajen. Količina transkripcijskega faktorja se poveča, kar lahko 
vodi v zvišano izražanje tarčnih genov in povečano sintezo eritropoetina, tudi v 
normoksičnih pogojih (Lee in Arcasoy, 2015; Perrotta in sod., 2006).  
 
2.3 DRUŽINSKA ERITROCITOZA TIPA 2 
Družinska eritrocitoza tipa 2 (“Erythrocytosis, familial, 2”; ECYT2, OMIM: 263400) je 
zelo redka dedna bolezen, ki se razvije zaradi različic nukleotidnega zaporedja gena VHL 
(NCBI ID: 7428) (Lee in Arcasoy, 2015). Bolezen se pojavi, če je bolnik heterozigot ali 
homozigot za točno določeno različico nukleotidnega zaporedja. V literaturi je objavljenih 
tudi nekaj primerov t.i. »sestavljenih heterozigotov« (ang. compound heterozygous), kjer v 
razvoj bolezni vodita dve različici na različnih nukleotidih. Zaradi različic protein VHL 
izgubi svojo prvotno funkcijo, kar vodi v razvoj bolezni (Bento in sod., 2014; Blacklock in 
Royle, 2001; Gordeuk in sod., 2005).  
 
2.3.1 Policitemija območja Čuvašija (ang. Chuvash Polycythaemia, CP)  
 
Prvi bolniki z različico nukleotidnega zaporedja gena VHL, ki je vodila v ECYT2, so bili 
odkriti v Rusiji, natančneje na območju Čuvašije, kar je vodilo v poimenovanje bolezni po 
območju. V prvi objavi je bila opisana pri več kot 100 bolnikih iz približno 80 družin 
(Perrotta in sod., 2006). Po opredelitvi kandidatnih genov in analizi genoma je bilo 
ugotovljeno, da homozigotna različica nukleotidnega zaporedja c.598C>T (p.Arg200Trp) 
gena VHL, vodi v razvoj te bolezni (Percy in sod., 2003). Glavne značilnosti CP so zvišane 
količine transkripcijskih faktorjev HIF1A in EPAS1, povečana koncentracija eritropoetina, 
povečana možnost za trombozo in zgodnja umrljivost (Ang in sod., 2002; Miasnikova in 
sod., 2011). Kasneje je bila različica nukleotidnega zaporedja ugotovljena tudi na drugih 
območjih. Predhodne študije nakazujejo, da se je bolezen razvila pri enem predniku pred 
14.000 do 62.000 leti (McMullin, 2009).  
 
2.3.2 Policitemija na otoku Iskija (ang. Island of Ischia, Bay of Naples, Italy)  
 
Policitemija Čuvaš se pojavlja tudi na območju Iskije (Italija). Ker imajo tako bolniki s 
policitemijo Čuvaš kot tudi bolniki na otoku Iskije enak haplotip (c.598C>T), sklepajo, da 
se je bolezen razvila iz skupnega prednika. Povišano izražanje HIF1A, ki uravnava 
citokine, naj bi vplivalo na razvoj preeklampsije pri nosečnicah. Vseeno pa obstaja 
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verjetnost, da je do obstanka bolezni prišlo zaradi prednosti, ki jih imajo ljudje z dotično 
različico nukleotidnega zaporedja. Predvidevajo, da je ohranjanje heterozigote različice 
nukleotidnega zaporedja v genomu človeka posledica zaščite pred anemijo (Miasnikova in 
sod., 2011). Ker na otoku prevladuje predvsem hrana na osnovi rib, naj bi prebivalci 
nadomestili železo s povišano količino eritropoetina. Ker imata tako policitemiji obeh 
območij, Čuvašija kot tudi Iskija, enako različico nukleotidnega zaporedja, bi se v 
prihodnosti lahko imenovali s skupnim imenom »od VHL-odvisna policitemija« (ang. 
VHL-dependent polycythemia) (Perrotta in sod., 2006).  
 
2.3.3 Hrvaška policitemija  
Hrvaška policitemija je bila odkrita na območju Hrvaške in vsi do sedaj znani primeri naj 
bi imeli skupnega prednika, ki je živel pred približno šestimi generacijami. Za policitemijo, 
ki še nima uradno zabeleženega imena, je značilna različica nukleotidnega zaporedja 
c.571C>G (p.His191Asp). Simptomi bolezni se razlikujejo od policitemije Čuvaš; količina 
eritropoetina je višja ter izvorne eritroidne prekurzorske celice niso preobčutljive na 
eritropoetin (Tomasic in sod., 2013). Zaradi bližine Hrvaške in Slovenije bi se lahko ta 
različica nukleotidnega zaporedja pojavila tudi v Sloveniji.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 POTEK DELA  
V raziskovalnem delu smo izvedli dva pristopa analiz; z in silico analizo smo opravili 
pregled pomena znanih klinično pomembnih različic gena VHL, z molekularno-genetsko 
analizo gena VHL pa pri bolnikih z nepojasnjeno eritrocitozo potrdili ali ovrgli sum na 
družinsko eritrocitozo tipa 2. Zaporedje korakov raziskave, ki je predstavljeno na sliki 5, je 
potekalo na Inštitutu za biokemijo, Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani. 
 
 
Slika 5: Prikaz poteka dela magistrske naloge 
 
3.2 MATERIALI 
3.2.1 Pripomočki in aparature 
 tehtnica (Kern PCB)  avtomatske pipete (Eppendorf) 
 namizna centrifuga (Eppendorf, 
Centrifuge 5417 C) 
 komplet za agarozno gelsko 
elektroforezo (BIO RAD) 
 stekla za vplivanje gela  kadička z ledom 
 mikrovalovna pečica  rezila (skalpel) 
 vibracijski mešalnik   parni sterilizator 
analiza in 
silico 
• Opredelitev vezavnih mest proteina VHL 
• Pregled literature za pridobitev različic nukelotidnega zaporedja gena 
VHL pri ECYT2 




• Razvoj in optimizacija metode za analizo izbranih različic gena VHL v 
laboratoriju na bioloških (testnih) vzorcih: PCR 
• Analiza različic na bioloških vzorcih (klinični vzorci bolnikov z 
nepojasnjeno eritrocitozo): PCR in določitev zaporedja 
bioinformacijska 
analiza 
• primerjalna analiza zaporedja bolnikov z referenčno DNA gena VHL, 
DNA zdravega družinskega člana in zdrave kontrole 
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 naprava za slikanje gelov 
ImageQuant LAS 4000 (Fuji) 
 komplet za PAGE (Mini-
PROTEAN, BIO RAD) 
 nastavki za pipete s filtrom 
 in brez filtra 
 ultracentrifugirke (0,5 ml in 0,2 ml) 
 mikrocentrifugirke  stojalo za centrifugirke 
 erlenmajerice  električni napajalnik (EPS 500/400) 
 laboratorijske rokavice za enkratno 
uporabo 
 hladilniki (4 °C) in zamrzovalniki  
(-20 °C) 
 
3.2.2 Kemikalije in reagenti 
 voda brez RNAz (ROTH)  etanol (90 %) 
 amonijev persulfat (APS; Sigma)  etanol (70 %) 
 poliakrilamid (ROTH)  etidijev bromid (EtBr; 10 mg/ml) 
 TBE (ang. Tris/Borate/EDTA)  agaroza (Genaxxon) 
 komplet za čiščenje DNA QIAquick 
(QIAGEN) 
 nanašalni pufer, 6x DNA Loading 
Dye (#SM0242, Thermo Scientific) 
 reagenti za mešanico PCR, KAPA 
HiFi
TM
 PCR Kit (KAPA 
BIOSYSTEMS) 
 TEMED (Sigma) 
 standardna lestvica odsekov DNA -  
GeneRuler 100bp DNA Ladder 
(#SM0242, Thermo Scientific)  
 
 
3.3 PREGLED PODATKOVNIH ZBIRK IN LITERATURE 
Z namenom pridobitve že znanih različic VHL povezanih z ECYT2 smo pregledali 
literaturo in podatke iz zbirk PubMed (PubMed, 2017; "Database resources of the National 
Center for Biotechnology Information," 2016), UniProt  (UniProt, 2002; UniProt …, 2017) 
in GeneCards (GeneCards, 2017; Fishilevich in sod., 2017). Ključne besede, ki smo jih 
uporabili, so: VHL, družinska eritrocitoza, polimorfizmi, različice nukleotidnega zaporedja 
in SNP. Vse najdene različice nukleotidnega zaporedja smo zapisali v priporočeni obliki 
nomenklature glede na Human genome variation society (HGVS, verzija 15.11) (den 
Dunnen in sod., 2016). S pomočjo literature smo pridobili informacije o posamezni 
različici nukleotidnega zaporedja in jih zbrali v preglednici. 
S podatkovno zbirko Ensembl (Ensembl, 2017; Aken in sod., 2016) smo pridobili 
nukleotidno in aminokislinsko zaporedje gena VHL. Podatke iz literature smo dopolnili z 
identifikacijskimi številkami polimorfizmov posameznega nukleotida (ang. reference 
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single nucleotide polymorphism; SNP; ID number, rs ID) s katerimi so različice 
nukleotidnega zaporedja označene v podatkovni zbirki Ensembl. 
Struktura proteina VHL in vezavna mesta smo pridobili iz literature in s pomočjo 
podatkovnih zbirk:  RCSB PDB (PDB 2017; Berman in sod., 2000), Nextprot (Nextprot, 
2017; Gaudet in sod., 2017), VHLdb (VHLdb, 2017; Tabaro in sod., 2016) in BioGrid 
(BioGrid, 2017; Chatr-Aryamontri in sod., 2017). Različice nukleotidnega zaporedja smo 
nato umestili v nukleotidno zaporedje in vezavna mesta proteina VHL.   
 
3.4 PRIDOBITEV BIOLOŠKIH VZORCEV  
Biološke vzorce za postavitev metode in vzorce bolnikov ter kontrol, vključenih v 
raziskavo, smo pridobili v sodelovanju z SHL. Metodo smo postavili z uporabo bioloških 
vzorcev, brez simptomov eritrocitoze. Bolniki z nepojasnjeno eritrocitozo iz treh različnih 
družin so bili izbrani v predhodni klinični raziskavi (Slika 6) (Kopitar in sod., 2017). Vsi 
bolniki imajo povišane hematološke parametre (Ht, Hb in rdeče krvničke), ustrezno 
količino eritropoetina v serumu in so negativni za JAK2 p.Val617Phe in mutacijo eksona 
12 (izločitev PV). Za potrditev ustreznih rezultatov smo analizirali tudi kontroli (Z1 in Z3) 
z ustreznim številom RBC in Ht znotraj referenčnega območja (0,39-0,50). Pri poravnavi 
zaporedij smo uporabili sekvenco z referenčno ID številko NG_008212.3. 
 
 
Legenda: B1 – bolnik 1, B2 – bolnik 2, B11 – bolnik 11, B21 – bolnik 21, Z1 – zdrava kontrola 1, Z3 – 
zdrava kontrola 3. 
Slika 6: Prikaz rodovnika treh družin z nepojasnjeno eritrocitozo vključenih v raziskavo. 
  
V raziskavo smo vključili bolnike B1, B2, B11, B21 in zdravi osebi Z1 in Z3.  
13 
Mencin I. Analiza genetske variabilnosti tumor-supresorskega gena VHL pri družinski eritrocitozi.        
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
3.4.1 Izolacija DNA 
V SHL so po standardnem protokolu izolirali celokupno število levkocitov iz periferne 
krvi. Genomska DNA je bila pridobljena iz 1-2 10
7
 celic z delovnim kompletom QIAamp 
DNA mini kit (Invitrogen). 
 
 
3.5 OPTIMIZACIJA METODE ZA ANALIZO GENA VHL 
3.5.1 Izbor začetnih oligonukleotidov 
Zaporedja začetnih oligonukleotidov (ZO) smo pridobili iz literature (Pastore in sod., 
2003a). Izbrali smo ZO (Preglednica 1), ki se nahajajo v območju intronov ali 
neprevedenih regij (5' UTR in 3' UTR). Na ta način smo z reakcijo PCR pomnožili celoto 
kodirajočo DNA vseh treh eksonov gena VHL (Slika 7, priloga F). 
 
Preglednica 1: Začetni oligonukleotidi za reakcijo PCR in sekvenciranje 
 
Oznaka in lega 
ZO 
Zaporedje ZO (5' proti 3') Dolžina ZO [bp] Tm [°C] Vsebnost GC [%] 
1 VHL-5utrF-2 CGAAGACTACGGAGGTCGAC 20 59,63 60,00 
2 VHL-in1R-1 GGCTTCAGACCGTGCTATCG 20 60,87 60,00 
3 VHL-in1F-1 GTGTGGCTCTTTAACAACC 19 54,23 47,37 
4 VHL-in2R-1 CTGTACTTACCACAACAACC 20 53,88 45,00 
5 VHL-in2F-1 CCTTGTACTGAGACCCTAG 19 53,26 52,63 
6 VHL-3utrR-2 GCTGAGATGAAACAGTGTA 19 52,29 42,11 
Legenda: A – adenin, bp – bazni par, C – citozin, F – vodilni ZO, (ang. forward primer), G – gvanin, GC – 
vsebnost gvanina in citozina izražena v odstotkih, in – intron, PCR – verižna reakcija s polimerazo, R – 
povratni ZO, (ang. reverse primer), T – timin, Tm – temperatura taljenja, utr - neprevedena regija, (ang. 
untranslated region),  ZO – začetni oligonukleotid. 
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Slika 7: Prikaz gena VHL in z PCR pomnoženih odsekov. Puščice označujejo lego oligonukleotidnih 
začetnikov iz preglednice 1. 
 
 
3.5.2 Postopek priprave reagentov in mešanice za reakcijo PCR 
Za pomnoževanje DNA smo uporabljali komplet reagentov KAPA HiFi
TM 
PCR Kit 
(KAPA BIOSYSTEMS). Končne koncentracije reagentov v reakcijski mešanici so 
prikazane v preglednici 2. 
 
 Preglednica 2: Reagenti za mešanico PCR, KAPA HiFi
TM 
PCR Kit (KAPA BIOSYSTEMS)
 Reagent Končna koncentracija 
voda / 
5 x KAPA HiFi pufer »Fidelity« ali  »GC«* 1 x 
10 mM KAPA mešanica dNTP 0,3 mM vsakega dNTP 
5 µM začetni oligonukleotidi 0,3 mM vsakega 
1 U/ μL KAPA HiFi DNA polimeraza 1 U 
* - pufer za pomnoževanje sekvenc z visoko vsebnostjo GC 
 
Reagente smo odtalili pri sobni temperaturi. Nato smo jih premešali in kratko 
centrifugirali. Pripravo smo nadaljevali na ledu pod sterilnimi pogoji. Pripravili smo 
mešanico reagentov za vzorce (Preglednica 3) in negativno kontrolo (brez DNA) (NTC, 
ang. non template control). Zaradi možnih napak pri pipetiranju smo količino reakcijske 
mešanice določili glede na število reakcij, kateremu smo prišteli še eno dodatno reakcijo. 
Mešanico smo odpipetirali v 0,2 ml PCR-mikrocentrifugirke. Označenim 
mikrocentrifugirkam smo dodali raztopino DNA, kratko premešali in centrifugirali. 
Namesto DNA smo dodali vodo v mikrocentrifugirko, ki je bila namenjena negativni 
kontroli. Na aparatu PCR SimpliAmp (Applied Biosystems) smo nastavili izbrane pogoje 
reakcije PCR (Preglednica 4) in v napravo vstavili vzorce. Po izvedbi smo PCR 
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Preglednica 3: Volumni reagentov za pripravo mešanice reakcije PCR (za 25 μl in 50 μl reakcijo)   
 Reagent Volumen reagentov (μl) Volumen reagentov (μl) 
voda (ddH2O) 14 28 
5 x KAPA HiFi (pufer »Fidelity« ali »GC«) 5 10 
5 mM KAPA mešanica dNTP (iz 10 mM) 1,5 3 
5 µM smerni začetni oligonukleotid 1,5 3 
5 µM  protismerni začetni oligonukleotid 1,5 3 
1 U/ μL KAPA HiFi DNA polimeraza 0,5 1 
Volumen reakcijske mešanice brez DNA 24 48 
DNA 1 2 
Skupni volumen reakcije 25 50 
 
 
Preglednica 4: Osnovni pogoji za reakcijo PCR 
Korak Temperatura ( ºC) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 °C 5 min 1 
Denaturacija 98 °C 20 s  
30 Prileganje X* 15 s 
Podaljševanje 72 °C 15 s 
Končno podaljševanje 72 °C 1 min 1 
*- odvisno od začetnih oligonukleotidov 
 
3.5.3 Optimizacija pogojev reakcije PCR   
Reakcijo PCR za pomnožitev eksonov 1, 2 in 3 gena VHL smo sprva optimizirali po 
navodilih proizvajalca KAPA HiFi PCR Kit (KAPA Biosystems). S spreminjanjem 
pogojev reakcije PCR smo želeli pridobiti čist produkt ustrezne velikosti in količine. 
Parametri, ki smo jih spreminjali, so bili: volumen reakcije, uporaba reakcijskega pufra 
(»Fidelity« ali »GC« - pufer za sekvence bogate z GC), temperatura začetne denaturacije, 
čas prileganja, čas podaljševanja in temperatura prileganja ZO na verigo DNA ter število 
ciklov pomnoževanja. Optimizacijo smo ločeno izvajali za vsak ekson. Pri vseh treh 
eksonih smo začeli s podobnimi pogoji, vezanimi na protokol delovnega kompleta in 
temperaturo prileganja ZO.  
 
3.5.4 Kontrola uspešnosti reakcije PCR  
Produkte PCR smo analizirali s pomočjo agarozne elektroforeze (EF) na 1,5 % agaroznem 
gelu. Če je bila slika agarozne elektroforeze brez ozadja (odsotnost nečistoč), smo čistost 
produktov dodatno preverili z elektroforezo na 12 % poliakrilamidnem gelu (PAGE).  
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Slika 8: Ponazoritev produktov PCR z nečistočami (X) in brez (Y); L – standardna lestvica odsekov. 
 
 Postopek priprave 1,5 % agaroznega gela in EF na agaroznem gelu 
Agarozni gel smo pripravili tako, da smo v 75 ml-erlenmajerici zmešali 1,5 g agaroze in 
100 ml 1x TBE. Raztopino smo dobro premešali in postopno segrevali v mikrovalovni 
pečici, dokler se ni zbistrila. Ko se je raztopina agaroze in TBE delno ohladila (~ 60°C), 
smo dodali 5 µl etidijevega bromida (EtBr), premešali in raztopino vlili v kadičko z 
glavnički. Do uporabe smo gel shranili v hladilniku. 
Agarozni gel smo vstavili v komplet BioRad, prelili z 1X TBE in v vsako luknjico nanesli 
12 µl reakcijske mešanice (10 µl produkta PCR in 2 µl nanašalnega pufra). Pri nanosu 
nanašalnega pufra in standardne lestvice odsekov smo se držali navodil proizvajalca 
(Thermo Scientific GeneRuler 100 bp DNA Ladder) in v ločeno luknjico nanesli 12 µl 
reakcijske mešanice (9 µl ddH2O, 1 µl lestvice DNA odsekov in 2 µl nanašalnega pufra). 
Elektroforeza je potekala 75 minut pri sobni temperaturi. Napetost med elektrodama je 
znašala 95 V. Takoj po končani elektroforezi smo gel slikali z napravo ImageQuant LAS 
4000. Iz slike smo določili čistost našega produkta ter tako ocenili uspešnost reakcije PCR.  
 
 Postopek priprave za 12 % poliakrilamidnega gela in EF na poliakrilamidnem gelu  
Za poliakrilamidni gel smo v centrifugirki zmešali: 6 ml destilirane vode, 3 ml 
poliakrilamida (40 %), 1 ml 10x TBE, 10 µL TEMED in 100 µl APS. Raztopino smo z 
avtomatsko pipeto počasi vnesli med stekli do zgornjega roba, nameščeni v stojalo 
kompleta BioRad. Med stekelci smo v gel umestili glavniček in pustili, da se gel strdi.  
Na gel PAGE (poliakrilamidna gelska elektroforeza) smo nanašali 8,5 µl reakcijske 
mešanice (7 µl produkta PCR in 1,5 µl nanašalnega pufra). Ob analizi pred sekvenciranjem 
smo nanašali le 5 µl in tako ohranili čim večjo količino vzorca za nadaljnjo analizo. Ob 
nanosu nanašalnega pufra in standardne lestvice odsekov smo se držali navodil 
proizvajalca (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp DNA Ladder). V ločeno luknjico smo 
17 
Mencin I. Analiza genetske variabilnosti tumor-supresorskega gena VHL pri družinski eritrocitozi.        
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
dali 2 µl reakcijske mešanice (0,5 µl ddH2O, 1 µl lestvice DNA odsekov in 0,5 µl 
nanašalnega pufra). Elektroforeza je potekala 95 minut pri sobni temperaturi. Napetost 
med elektrodama je znašala 70 V. Takoj po končani elektroforezi smo gel 15 minut barvali 
v mešanici vode (100 ml) in etidijevega bromida (10 µl). Nato smo ga 10 minut spirali v 
destilirani vodi. Gel smo slikali s pomočjo naprave ImageQuant LAS 4000 in nato slike 
obdelali v programu ImageReader LAS-4000. Iz slike smo določili čistost našega produkta 
in uspešnost reakcije PCR. 
 
3.5.5 Čiščenje produkta PCR 
Čiščenje produkta PCR smo izvedli s komercialnim kompletom kolon in kemikalij 
QIAquick (QIAGEN). Za vezavo DNA na kolono smo v 20 µl produkta PCR dodali 100 µl 
pufra PB, kolono prenesli v 2 ml zbiralno mikrocentrifugirko in centrifugirali 1 minuto pri 
relativni centrifugalni sili (RCF, ang. relative centrifugal field) 18.000 g. Tekočino, ki se je 
nabrala v mikrocentrifugirki, smo odlili. Za spiranje nečistoč smo v kolono dodali 0,75 ml 
PE in centrifugirali 1 minuto pri 18.000 g. Po odlitju tekočine smo dodatno centrifugirali še 
1 minuto in zavrgli uporabljeno mikrocentrifugirko. Kolono smo vstavili v novo 1,5 ml 
mikrocentrifugirko in na sredino kolone odpipetirali 30 µl pufra EB, ki je namenjen eluciji. 
Za bolj uspešno elucijo smo kolono pustili pri sobni temperaturi 1 minuto, nato pa 1 
minuto centrifugirali. Očiščeno DNA smo eluirali v volumnu ~ 28 µl.  
 
3.5.6 Sekvenciranje 
Očiščene produkte PCR smo poslali na sekvenciranje po Sangerjevi metodi (Sanger in 
sod., 1977) v podjetje GATC (Biotech). Ustreznost koncentracije produkta PCR za 
sekvenciranje (20-80 ng/µl) smo ocenili iz analize na gelu PAGE. 
Za eksona 1 in 2 smo sekvenčno reakcijo izvedli dvakrat v smerni in protismerni 
orientaciji, z vodilnim in povratnim začetnim oligonukleotidom. Za ekson 3 smo 
sekvenčno reakcijo izvedli enkrat v smerni orientaciji, le z vodilnim ZO. Začetni 
oligonukleotidi so bili enaki kot pri reakciji PCR (Preglednica 1). Za sekvenčno reakcijo 
smo v 1,5 ml mikrocentrifugirko združili 5 µl ZO (5 µM) in 5 µl posameznega produkta 
PCR (20-80 ng/µl).  
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3.5.7 Mutacijska analiza 
Analizo rezultatov elektroferograma sekvenčne reakcije smo izvedli s pomočjo programa 
Chromas (Technelysium). Poravnavo zaporedij smo izvedli s spletnim orodjem »Align 
Sequences Nucleotide BLAST« (Altschul in sod., 1990). Nukleotidno zaporedje bolnikov 
smo poravnali z referenčno sekvenco DNA gena VHL (RefSeq ID številka: NG_008212.3, 
Priloga F) in sekvencami negativnih kontrol (Z1 in Z3), ki sta bili udeleženi v raziskavi.  
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4 REZULTATI  
4.1 ZBIRKA RAZLIČIC NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA GENA VHL 
POVEZANIH Z DRUŽINSKO ERITROCITOZO TIPA 2 
Različice zaporedja gena VHL, ki so prikazane v preglednici 5, smo pridobili iz objavljenih 
12 raziskav. Ena izmed študij je za določevanje različic nukleotidnega zaporedja uporabila 
metodo sekvenciranje nove generacije (NGS, ang. Next-generation sequencing), kjer so z 
genetsko knjižnico, v katero je vključenih 21 genov (ang. gene panel), v krajšem času 
preverili večje število vzorcev (Camps in sod., 2016).  
Po pregledu literature in več podatkovnih zbirk smo ugotovili, da večina študij temelji na 
manjšem številu bolnikov, pogosto le na enem. V kolikor je v raziskavi sodelovalo več 
oseb, so bili poleg bolnik -a/ -ov pogosto vključeni tudi njihovi sorodniki 
V preglednici 5 smo zbrali 20 do sedaj omenjenih različic, ki so povezane z družinsko 
eritrocitozo tipa 2 (ECYT2). Različice nukleotidnega zaporedja se nahajajo na 18 različnih 
lokusih gena VHL. Od vseh najdenih različic je bilo 16 že zabeleženih v podatkovni zbirki 
Ensembl (Aken in sod., 2016), posledično pa so te imele tudi referenčno številko SNP ID 
(rs). Ostale štiri različice nukleotidnega zaporedja še niso zabeležene v podatkovni zbirki 
Ensembl. 
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Preglednica 5: Različice nukleotidnega zaporedja povezane z genom VHL in ECYT2 pridobljene s 
pregledom objavljenih študij
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Različice nukleotidnega zaporedja so bile zabeležene v več različnih genotipih: homozigot, 
heterozigot in sestavljeni heterozigot. Pogosto se ista različica nukleotidnega zaporedja 
lahko pojavlja v več različnih genotipih (primer: c.598C>T) (Preglednica 6).  
 
Preglednica 6: Prikaz možnih genotipov iste različice (Gordeuk in sod., 2005)  
GENOTIP VHL GENOTIP IZVORNA DRŽAVA BOLNIK -A/ -OV EPO 
sestavljeni 
heterozigot 
c.598C>T/ c.388G>C ZDA normalen 
homozigot c.598C>T/ c.598C>T 
Rusija, Bangladeš, Pakistan, Danska, ZDA, 
Italija, Nemčija, Švedska, Velika Britanija 
normalen ali 
visok 
heterozigot c.598C>T/ WT 




V podatkovni zbirki UniProt (UniProt …, 2017)  smo našli aminokislinsko spremembo 
p.Leu198Arg, ki je v podatkovni zbirki zabeležena kot vzorčna različica za bolezen 
ECYT2. Kljub temu, da je sprememba vnesena v to veliko podatkovno zbirko, ne obstaja 
nobena študija, ki bi povezovala to različico z ECYT2. 
 
4.2 UMESTITEV RAZLIČIC NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA V ZAPOREDJE 
PROTEINA VHL 
Različice nukleotidnega zaporedja iz preglednice 5 smo umestili v aminokislinsko 
zaporedje proteina VHL in ovrednotili njihov vpliv na funkcijo proteina, glede na to, kje se 
različice nahajajo. Ugotovili smo, da se velika večina različic nukleotidnega zaporedja 
nahaja na območju vezavnih mest s proteini, ki sprožijo odgovor celice na pomanjkanje 
kisika (Slika 9). Pet različic se nahaja na začetku proteina, ki naj ne bi bil tako pomemben. 
Ostalih 15 se nahaja v osrednjem delu. Kar sedem različic se nahaja v neposredni bližini 
vezavnega mesta s proteinov EPAS1 in mesta, kjer protein pride v stik s šaperonskima 
kompleksoma TRiC/CCT in Hsp70 (območje CCT). Osem različic se nahaja na zadnjem 
delu proteina (škatla BC in škatla Cul), kjer je vezavno mesto za proteine elongin B, 
elongin C in cullin 2. 
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Legenda: EPAS1 – vezavno mesto za protein EPAS1; CCT – vezavno mesto za šaperonin TRiC/CCT in 
šaperon Hsp70; BC – vezavno mesto za Elongin C (na katerega se veže Elongin B); Cul – vezavno mesto za 
protein cullin 2. 
Slika 9: Umestitev različic nukleotidnega zaporedja v zaporedje proteina VHL. Prikaz vezavnih mest (A) in 
lege različic (B). Različice so označene s številkami SNP ID (rs), če je nimajo, pa z nukleotidno spremembo.  
 
4.3 OPTIMIZACIJA REAKCIJE PCR 
Ker so različice nukleotidnega zaporedja VHL, povezane z ECYT2, razporejene po 
celotnem genu VHL, smo v analizo vključili celoten kodirajoči del gena, in sicer vse tri 
eksone. Reakcijo PCR smo optimizirali na več bioloških vzorcih ter vedno uporabili tudi 
notranjo kontrolo brez DNA (NTC, ang. non template control), na podlagi katere smo 
preverjali, da med reakcijo ni prišlo do kontaminacije s tujo DNA.  
Glede na različno dolžino pomnoženih sekvenc, različno temperaturo prileganja začetnih 
oligonukleotidov (ZO) ter različno sestavo pomnoženih sekvenc smo predpostavili, da so 
najboljši pogoji za pridobitev čistega produkta specifični za vsak ekson. Pri vseh treh 
eksonih se je optimizacija začela na dokaj podobnih pogojih, variirali smo le temperaturo 
prileganja ZO (Preglednica 7) ter preizkusili oba pufra (»GC« in »Fidelity«). Dolžina vseh 
treh sekvenc je manjša od 1000 bp, zato smo za čas podaljševanja izbrali 15 sekund. 
Reakcije smo izvajali v 25 µl volumnu. Ker se je z zviševanjem temperature prileganja 
manjšala količina nastalega produkta, smo v določenem primeru končni volumen reakcije 
povečali na 50 µl. Število ponovitev smo variirali le, če smo želeli povečati količino 
produkta. 
Na podlagi rezultatov prve analize (Slika 10) smo določili naslednje korake, ki so bili 
prilagojeni za lastnosti vsakega eksona gena VHL.   
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Preglednica 7: Začetni pogoji reakcije PCR za gen VHL  
Korak Temperatura (ºC) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 °C 5 min 1 
Denaturacija 98 °C 20 s  






 15 s 
Podaljševanje 72 °C 15 s 
Končno podaljševanje 72 °C 1 min 1 
(
1
 - ekson 1, 
2
 - ekson 2, 
3
- ekson 3) 
  
 
Legenda: Fid. – pufer Fidelity, GC – pufer za pomnoževanje sekvenc z visoko vsebnostjo GC, L – standardna 
lestvica odsekov DNA, V – vzorec, NTC – notranja kontrola. 
Slika 10: Prikaz rezultatov začetne reakcije PCR. Rezultati reakcij PCR vseh treh eksonov z dvema vzorcema 
(V2 in V4), na dveh različnih pufrih (»GC«  in »Fidelity«). Temperature prileganja: 59 °C – ekson 1, 54 °C – 
ekson 2, 52 °C – ekson 3).  
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4.3.1 Potek optimizacije pomnoževanja eksona 1 gena VHL 
Ker zaporedje eksona 1 gena VHL vsebuje visok odstotek nukleotidov GC (73 %), reakcija 
PCR z uporabo pufra Fidelity ni uspela (Slika 10). Eksona 1 posledično nismo več 
pomnoževali s pufrom Fidelity. Prav tako pa so se pri uporabi pufra CG pojavili 
nespecifični odseki, zato smo se odločili za dvig temperature prileganja ZO. 
Temperaturo prileganja (TP) smo postopoma zviševali in dobivali vse čistejši produkt. 
Čeprav smo z analizo na agaroznem gelu (Slika 11A) pridobili odseke PCR brez 
nespecifičnih produktov pri izbranih temperaturah (62 °C in 63 °C), se je po nadaljnji 
analizi s poliakrilamidno gelsko elektroforezo pokazalo, da so v ozadju še vedno nečistoče. 
Iz tega razloga smo zopet nadaljevali z optimizacijo in povišali temperature prileganja ZO, 
saj se je količina produkta dobro ohranjala. Na podlagi analize na PAGE (Slika 11B) smo 
določili, da je za prvi ekson ustrezna najvišja uporabljena TP (65 °C). Končni protokol 
reakcije PCR za ekson 1 je naveden v preglednici 8. 
 
 
Legenda: L – standardna lestvica odsekov DNA, V – vzorec, NTC – notranja kontrola. 
Slika 11: Stopnje optimizacije eksona 1. Slika A prikazuje rezultate postopnega višanja temperature 
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Preglednica 8: Izbrani pogoji za reakcijo PCR eksona 1 in eksona 2 
Korak Temperatura ( ºC) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 °C 5 min 1 
Denaturacija 98 °C 20 s 
30 Prileganje 65 °C 15 s 
Podaljševanje 72 °C 15 s 
Končno podaljševanje 72 °C 1 min 1 
 
4.3.2 Potek optimizacije pomnoževanja eksona 2 gena VHL 
Pri optimizaciji PCR za pomnoževanje eksona 2 smo že s prvo analizo pridobili dokaj čiste 
produkte (Slika 10), vendar je analiza na gelu PAGE pokazala prisotnost nespecifičnih 
produktov. Zato smo v naslednjih korakih optimizacije povišali temperaturo prileganja 
(TP). Izkazalo se je, da oba pufra dobro učinkujeta, a smo se zaradi nizkega deleža GC 
vsebnosti odločili za pufer Fidelity. 
Med optimizacijo eksona 2 in dviganja temperature prileganja ZO se je zaradi neznanega 
razloga povečala prisotnost nespecifičnih produktov (Slika 12A). Negativna kontrola 
(NTC) ni imela prisotnih nespecifičnih odsekov, zato pravega razloga za to ne poznamo. 
Dodatno smo dvignili temperaturo prileganja ZO, čas začetne denaturacije (iz 5 na 10 min) 
in število ciklov (iz 30 na 35). Zaradi postopnega dviganja TP smo počasi dobivali vse 
čistejše produkte. Pri TP 66 °C in 67 °C nismo več dobili produkta, zato smo z 




Legenda: L – standardna lestvica odsekov DNA, V – vzorec, NTC – notranja kontrola. 
Slika 12: Stopnje optimizacije eksona 2. Slika A in B prikazujeta rezultate postopnega zviševanja 
temperature prileganja na agaroznem gelu. Slika C prikazuje rezultate eksona 2 na gelu PAGE (po končnem 
protokolu eksona 1).  
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Ker sta imeli reakciji PCR za ekson 1 in 2 enako TP (65 °C), smo preverili, če lahko oba 
protokola poenotimo, kar bi olajšalo diagnostiko v kliniki. Protokol reakcije PCR za ekson 
2 smo prilagodili glede na protokol eksona 1 in reakciji izvedli pri prvotnih 30 ciklih in 
času začetne denaturacije (5 min). Ker smo dobili produkt (Slika 12C), je končni protokol 
eksona 2 enak protokolu eksona 1 (Preglednica 8). 
 
4.3.3 Potek optimizacije pomnoževanja eksona 3 gena VHL 
Za optimizacijo PCR za ekson 3 smo izbrali pufer Fidelity, saj so bili rezultati pri reakcijah 
s tem pufrom boljši (Slika 10). Pri nadaljnji optimizaciji se je začelo pojavljati ozadje 
(Slika 13) kot pri eksonu 2. S postopnim dviganjem TP smo ozadje odstranili, a se je ob 
tem manjšala količina produkta. Temperaturo prileganja smo dvignili iz 56 °C na 65 °C, 
medtem ko pri višji TP ni bilo več produkta.  
 
 
Legenda: L – standardna lestvica odsekov DNA, V –  vzorec, NTC – notranja kontrola.  
Slika 13: Stopnje optimizacije eksona 3. Slika A in B prikazujeta dvigovanje temperature prileganja ZO 
(agarozni gel). Slika C prikazuje različne variacije optimizacije: A – čas prileg.: 10 s, čas podalj.: 10 s, 35 
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Pri TP 65 °C smo prvič pridobili zelo čist produkt (Slika 13B), a smo zaradi majhne 
količine produkta v nadaljnjih korakih optimizirali tudi druge parametre. Z namenom 
pridobitve več produkta smo povišali število ciklov (30, 35, 40), spreminjali pa smo tudi 
čas prileganja in podaljševanja (Slika 13C). Z nižanjem časov prileganja (5 s, 10 s) in 
podaljševanja (5 s, 10 s) smo izgubljali produkt, zato smo ob tem ustrezno variirali 
temperaturo prileganja ZO (63 °C, 64 °C, 65 °C). Z namenom povečanja količine produkta 
smo zvišali volumen reakcije iz 25 µl na 50 µl. 
Tudi če v reakciji s 35 cikli čas prileganja in podaljševanja znižamo na 5 sekund, ozadje 
ostane (TP= 63 °C), ali je produkta izjemno malo (TP= 64 °C). Pri reakciji s 40 cikli je 
prišlo do nastanka novega, krajšega produkta (približno 200 bp). Izkazalo se je, da je 
najbolj čist produkt nastal pri reakciji s končnimi pogoji v preglednici 9 (Slika 13C, 
variacija A). 
 
Preglednica 9: Izbrani pogoji za reakcijo PCR eksona 3 
Korak Temperatura (°C) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 °C 5 min 1 
Denaturacija 98 °C 20 s  
35 Prileganje 65 °C 10 s 
Podaljševanje 72 °C 10 s 
Končno podaljševanje 72 °C 1 min 1 
 
 
4.4 UPORABA UVEDENE METODE ZA ANALIZO RAZLIČIC NA VZORCIH 
BOLNIKOV  
Po uspešni optimizaciji reakcij PCR smo izbrane protokole uporabili za pomnožitev treh 
eksonov gena VHL pri bolnikih z eritrocitozo in kontrolah. Analize na gelu PAGE (Slika 
14, priloga D) so služile kot dodatna potrditev, da so produkti specifični ter je količine 
DNA dovolj za sekvenčne reakcije.  
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Legenda:  B – bolnik, L – standardna lestvica odsekov DNA, NTC –  notranja kontrola, Z – zdrava kontrola. 
Slika 14: Rezultati reakcije PCR (gen VHL) na vzorcih bolnikov z eritrocitozo in zdravi kontroli. Prikazani 
na gelu PAGE. A – ekson 1, B – ekson 2, C – ekson 3.  
 
4.5 ANALIZA SEKVENČNIH REAKCIJ NA VZORCIH BOLNIKOV 
Pomnožene PCR odseke bolnikov in zdravih kontrol smo po čiščenju poslali na sekvenčno 
reakcijo z vodilnim ZO. Pri eksonu 1 in 2 smo sekvenco pridobili tudi s povratnim ZO, 
medtem ko tega nismo storili pri eksonu 3, saj produkti bolnikov in zdrave kontrole niso 
bili popolnoma brez ozadja (Slika 14C). Kljub temu smo analizo lahko uspešno 
nadaljevali, saj so bile vse sekvence ustrezne za primerjalno analizo sekvenc bolnikov proti 
referenčni sekvenci (RefSeq ID številka: NG_008212.3), sekvenci zdravega družinskega 
člana in zdravi kontroli (Priloga D). 
S sekvenčno analizo treh eksonov gena VHL pri nobenem od štirih bolnikov nismo 
ugotovili različic nukleotidnega zaporedja (Slika 15). Prav tako različice nukleotidnega 
zaporedja niso bile prisotne pri zdravih kontrolah (Preglednica 10).  
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Legenda: A – adenin, C – citozin, G – gvanin, T – timin. 
Slika 15: Prikaz sekvenčne analize gena VHL pri bolniku B1 (del eksona 3). Mesta možnih različic 
nukleotidnega zaporedja so označene s črno barvo (Preglednica 5). Spodaj – prikaz možne zamenjave 
nukleotida v primeru, da bi bolnik imel različico nukleotidnega zaporedja.  
 
Preglednica 10: Pregled genotipov pridobljenih z mutacijsko analizo 
gen regija B1 B2 B11 B21 Z3 Z1 
VHL 
ekson 1 WT WT WT WT WT WT 
ekson 2 WT WT WT WT WT WT 
ekson 3 WT WT WT WT WT WT 
Legenda: B – bolnik, Z – zdrava oseba, WT – divji tip (ang. wild type) 
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5 RAZPRAVA   
Eritrocitoza je bolezen, ki nastane kot posledica različnih vzrokov. Na Univerzitetnem 
kliničnem centru (UKC) Ljubljana zdravijo ljudi s simptomi eritrocitoze (povišan Hb, Ht 
ali povečano število rdečih krvničk) (McMullin, 2008). V primeru, da na podlagi rutinskih 
testov ovržejo možnost policitemije vere (PV) (primarne, pridobljene eritrocitoze), bolezen 
opredelijo kot eritrocitozo neznanega vzroka (idiopatska eritrocitoza). Če imajo simptome 
tudi bolnikovi sorodniki, to nakazuje na deden vzrok bolezni oz. na družinsko eritrocitozo. 
Do bolezni vodijo različice nukleotidnega zaporedja v različnih genih (Hussein in sod., 
2012). Cilj Specializiranega hematološkega laboratorija kliničnega oddelka za 
hematologijo UKC Ljubljana v sodelovanju z Inštitutom za biokemijo (Medicinska 
fakulteta) je razvoj novih diagnostičnih metod za družinsko eritrocitozo, ki bi temeljile na 
genetskih testih več genov (VHL, EPAS1, EPOR, PHD, HBB, HBA…). V sklopu te 
magistrske naloge smo preučili gen VHL, v povezavi z družinsko eritrocitozo tipa 2 
(ECYT2). 
Pri pregledu literature v povezavi z ECYT2 smo našli 20 do sedaj objavljenih različic, ki se 
nahajajo na 18 različnih nukleotidih (Preglednica 5). Pridobitev potrjenih rezultatov se je 
izkazala za dokaj zahteven postopek, saj je bila velika večina različic dokazana le pri eni 
družini ali celo le pri enem bolniku. Večina različic nukleotidnega zaporedja je bila 
objavljena in potrjena le na podlagi ene študije (c.235C>T, c.241C>G, c.548C>T…), ob 
tem pa študije pogosto ne vsebujejo vseh potrebnih podatkov o bolniku in sorodnikih.  
Med pregledom literature smo našli primer, ko je bil bolnik sestavljeni heterozigot (ang. 
compound heterozygous) (c.598C>T/c.574C>T). Različico c.598C>T je bolnik podedoval 
od mame, različico c.574C>T pa od zdravega očeta. V raziskavi ni točno določeno, ali je 
mati bolnika zdrava (Pastore in sod., 2003a). Različico c.574C>T je imel tudi bolnikov 
brat, ki pa ni imel eritrocitoze. Ta in še nekaj podobnih primerov nakazuje, da določena 
kombinacija različic nukleotidnega zaporedja na dveh lokusih lahko vodi do razvoja 
eritrocitoze. Sestavljena heterozigotnost je pogost pojav v povezavi z ECYT2, saj se je od 
20 najdenih različic kar 11 pojavilo v obliki heterozigotnega genotipa. 
Pri preučevanju opisa bolnikov iz objavljene literature smo ugotovili, da čeprav naj bi bila 
ECYT2 recesivna bolezen, so bolniki tudi heterozigoti za določeno različico nukleotidnega 
zaporedja (primeri: c.311G>T/WT, c.376G>T/WT, c.430G>A/WT, c.524A>G/WT). Pri 
več kot enem primeru so sorodniki bolnika z enakim genotipom (npr. c.376G>T/WT, 
c.430G>A/WT) kljub različici nukleotidnega zaporedja imeli hematološke vrednosti v 
območju referenčne vrednosti. Kaj torej bi lahko pri opisanem heterozigotnemu bolniku 
privedlo do bolezni, še ni jasno, vendar pa je v pregledanih študijah pri 2 od 15 
raziskovanih primerov divji VHL alel (WT) imel izjemno nizko izražanje RNA (Bento in 
sod., 2014). 
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Pri pregledu literature smo naleteli tudi na neskladnost podatkov. Sprememba 
nukleotidnega zaporedja na 370. nukleotidu kodirajočega zaporedja gena VHL se v več 
študijah pojavlja kot različna sprememba nukleotidov. V prvi objavi (Lorenzo in sod., 
2013) je bila objavljena kot sprememba c.370C>A (p.Thr124Ala), kar ni v skladu s podatki 
v genomskih brskalnikih, saj se na 370. mestu gena nahaja nukleotid z dušikovo bazo 
adenin (A). Različica nukleotidnega zaporedja je bila kasneje v preglednem članku (Bento 
in sod., 2014) označena kot sprememba c.370A>G, kar naj bi vodilo v aminokislinsko 
spremembo: p.Thr124Lys. V drugem članku (Bento in sod., 2014) je bilo navedeno 
drugačno nukleotidno zaporedje in s tem zamenjava v drugo aminokislino. V primeru 
spremembe c.370A>G nastane kodon GCA, kar vodi do nastanka aminokisline alanin 
(Ala). Zaradi nepopolnih podatkov iz članka prve objave (Lorenzo in sod., 2013), vzroka 
napake ni možno točno opredeliti. Ena izmed možnosti, ki je privedla do tega, bi lahko bila 
napačna določitev mesta različice nukleotidnega zaporedja, saj se baza C nahaja na 371. 
mestu in ne na 370. nukleotidu. Ta primer postavlja pod vprašaj tudi druge različice 
nukleotidnega zaporedja, ki so bile opisane le pri enem ali dveh primerih. Prav tako je 
potrebna previdnost pri uporabi podatkov iz zbirk. Na primer, tudi v podatkovni zbirki 
UniProt (UniProt …, 2017) je objavljen primer aminokislinske zamenjave na proteinu 
VHL (p.Leu198Arg), ki je povezan z ECYT2, vendar izvorne reference za to zamenjavo 
nismo uspeli pridobiti. Ta primer pod vprašaj postavlja tudi pravilnost in zanesljivost 
podatkovnih zbirk. V prihodnje bo potrebno te nejasnosti rešiti z raziskavami, ki bodo 
temeljile na sekvenciranju večjega števila vzorcev.  
Preučili smo štiri pomembnejša vezavna mesta, kjer pride do stika proteina VHL in 
proteinov, pomembnih pri uravnavanju kisika v celici (Kamura in sod., 2004; Melville in 
sod., 2003; Okumura in sod., 2012). Ker je aminokislinsko zaporedje proteina VHL dolgo 
le 213 aminokislin, lahko sklepamo, da ima vsaka različica nukleotidnega zaporedja v 
bližini vezavnih mest velik vpliv na pravilno delovanje proteina VHL. Ugotovili smo, da 
se velika večina različic zaporedja DNA nahaja prav v območju vezavnih mest (Slika 9). 
Četudi se različica zaporedja DNA nahaja v bližini opazovanih vezavnih mest, ta prav tako 
lahko povzroči nepravilno delovanje VHL ali preprečitev vezave s tarčnim proteinom 
(Pastore in sod., 2003b). 
Na mestu vezave VHL proteina in proteina EPAS1 se nahaja ena različica zaporedja, v 
bližini tega vezavnega mesta pa štiri. Že v prejšnjih študijah (Bond in sod., 2011; Lanikova 
in sod., 2013; Melville in sod., 2003; Okumura in sod., 2012; Pastore in sod., 2003b) so 
opazovali vpliv določenih različic na stabilnost in uspešno vezavno proteina VHL z 
drugimi proteini. V primeru proteina EPAS1 je bilo ugotovljeno, da vse najdene različice  
lahko vplivajo na  delovanje proteina VHL oz. pravilno vezavo proteinov EPAS1 in VHL 
(Pastore in sod., 2003b). 
Vezavno mesto HIF se prekriva z vezavnim mestom šaperonov Hsp 70 in TRiC, ki so 
ključni za pravilno zvijanje proteinov in posledično ustrezno funkcijo proteina (Melville in 
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sod., 2003). Šaperonin TRiC/CCT je nujen za pravilno zvijanje proteina VHL in omogoča 
tvorbo VCB kompleksa, torej ustrezno povezovanje proteinov VHL, Elongin C in Elongin 
B. Točno to vezavno mesto naj bi bilo tudi t.i. vroče območje (ang. hot spot) v primeru 
drugih, bolj preučevanih bolezni (Feldman in sod., 1999). V tem območju se nahaja kar 
sedem različic nukleotidnega zaporedja. Ena izmed njih je različica nukleotidnega 
zaporedja c.376 G>A, pri kateri je bila dokazana povečana koncentracija proteina HIF v 
celici in zmanjšana stabilnost proteina VHL (Bond in sod., 2011). Med aminokislinama na 
157. in 190. mestu sta še dve pomembni vezavni mesti (škatla BC in škatla Cul), ki imata 
direktno vlogo pri tvorbi kompleksa VCB-Cul2 (Kamura in sod., 2004). V tem območju 
smo našli sedem različic nukleotidnega zaporedja, na šestih lokusih. Na enem lokusu sta 
možni spremembi v dva različna nukleotida (c.574C>T ali c.574C>A) (Bento in sod., 
2014; Pastore in sod., 2003a). Blizu se nahaja tudi različica nukleotidnega zaporedja 
c.598C>T (p.Arg200Trp), ki se v povezavi s Čuvaš policitemijo pojavlja najpogosteje 
(Blacklock in Royle, 2001). Različica nukleotidnega zaporedja se sicer ne nahaja v 
nobenem od preučevanih vezavnih mest, leži pa v neposredni bližini vezavnega mesta 
proteina cullin 2 na proteinu VHL.  
V namen razvoja nove diagnostične metode za družinsko eritrocitozo tipa 2 smo sprva 
morali optimizirati reakcijo PCR, katere namen je bil pomnožitev DNA odsekov gena 
VHL. Cilj je bil pomnožiti celotno kodirajočo DNA sekvenco gena, zato smo ZO postavili 
v območje intronov (Slika 7). Reakcijo pomnoževanja smo izvajali z delovnim kompletom 
KAPA HiFi PCR Kit, saj tudi SHL diagnostične postopke izvaja s pomočjo istega 
kompleta.  
Optimizacija pomnoževanja eksona 1 in 2 se je izkazala za dokaj nezahteven proces, 
medtem ko smo pri eksonu 3 imeli več težav. Pri prvih dveh eksonih smo z dvigovanjem 
temperature prileganja ZO prišli do želenih rezultatov, oz. do čistega produkta za 
sekvenčno reakcijo. Z namenom enostavnega diagnostičnega postopka v kliniki smo 
pogoje pomnoževanja za oba eksona preverili po enakem protokolu. Izkazalo se je, da pri 
obeh eksonih, tako 1 kot 2, dobimo dobre rezultate.  
Pri optimizaciji eksona 3 smo naleteli na več težav s specifičnostjo in količino produkta. 
Čeprav so bili prvi rezultati zelo obetavni in je naš produkt bil praktično pripravljen za 
nadaljnjo analizo, je pri ponovitvi poskusa prišlo do porasta nespecifičnih produktov (Slika 
13). Pri kontrolni ponovitvi reakcije PCR smo na agaroznem gelu zaznali ogromno 
količino nečistoč. Z dvigovanjem TP začetnih oligonukleotidov smo se nečistoč v veliki 
meri znebili, a še vedno produkt ni bil ustrezen za nadaljnjo analizo. Ob tem se je 
zmanjševala tudi količina produkta, kar je ob dvigovanju TP normalna posledica (Rychlik 
in sod., 1990). Z namenom pridobitve večje količine produkta smo povečali število ciklov, 
da pa to ne bi doprineslo k povečanju nečistoč (nespecifičnih produktov), smo ob tem 
zmanjšali tudi čas prileganja in podaljševanja (Lorenz, 2012). Izvedli smo reakcije z 
različno kombinacijo pogojev in določili najboljše pogoje (Slika 13B). 
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Vzrok za težave pri optimizaciji eksona 3 ni jasen. Čeprav so bili ZO predhodno že 
uporabljeni v drugi študiji (Pastore in sod., 2003a), obstaja možnost, da bi z izbiro novih 
ZO dobili bolj specifične produkte. Ker pa smo na začetku že imeli čist produkt, katerega 
rezultati so se pri ponovitvi poslabšali, je možno, da za nečist produkt obstajajo še drugi 
vzroki. Pri prvi reakciji PCR smo delali s polimerazo, ki je bila predhodno že uporabljena, 
verjetno tudi večkrat odmrznjena in zamrznjena. Kljub študiji, da polimeraza pravilno 
deluje, tudi če je osem mesecev zamrznjena v že pripravljeni mešanici PCR (West in 
Sawyer, 2006), bi lahko v našem primeru njeno delovanje zaradi večkratnega zamrzovanja 
in odmrzovanja bilo zmanjšano.  
Izbrane pogoje smo uporabili za pomnoževanje DNA vseh štirih bolnikov z eritrocitozo 
nepojasnjenega vzroka in obeh zdravih kontrol. Pogoji pomnoževanja za eksona 1 in 2 so 
bili optimalno določeni. To smo potrdili tudi z analizo na gelu PAGE (Slika 14A, Slika 
14B). Kljub temu, da smo reakcijo PCR eksona 3 izvedli po protokolu, ki je pred tem že 
dal dobre rezultate (Slika 13C, variacija A), pa rezultati bolnikov niso bili zadovoljivi. 
Vseeno smo se odločili, da nadaljujemo s sekvenčno analizo vseh eksonov.  
Ker je sekvenca tipično slabša na območju prileganja ZO na verigo DNA, je smiselno 
izvajati sekvenciranje z vodilnimi in povratnimi ZO. S tem se vsak predel sekvence 
prebere dvakrat. Sekvenčna analiza vseh štirih bolnikov in dveh kontrol pri eksonu 1 in 2 
je bila izvedena v obeh smereh. Pri eksonu 3 je bila sekvenčna reakcija zaradi slabših 
rezultatov pomnoževanja izvedena le v eni smeri. Rezultati so bili kljub temu dobri, saj je 
bila sekvenca celotnega eksona berljiva. 
V sklopu naše raziskave smo ustrezno optimizirali specifično pomnoževanje vseh treh 
eksonov, saj smo pri vseh bolnikih pridobili čisto sekvenco. Analiza sekvenčnih reakcij je 
pokazala, da noben preiskovani vzorec nima različic zaporedja DNA, ki bi lahko vodila v 
ECYT2 (Preglednica 10). Za določitev vzroka družinske eritrocitoze na bolnikih, 
vključenih v to študijo, bodo potrebni še dodatni testi drugih genov. Poleg tega pri bolnikih 
nismo našli niti kakšne druge različice nukleotidnega zaporedja gena VHL. 
Za uporabo protokola v kliniki bi bilo potrebno reakcijo PCR za ekson 3 še dodatno 
optimizirati. Predlagamo določitev novih ZO ali pa nižanje koncentracije MgCl2 
(Hommelsheim in sod., 2014), s čimer bi se znebili nespecifičnih produktov pri reakciji 
PCR.  
V prihodnje se bo poleg že znanih 20 genov povezanih z eritrocitozo (Hussein in sod., 
2012), raziskovalo dodatne gene, ki še niso povezani z boleznijo. Glede na zgradbo 
kompleksa VCB-Cul2 bi lahko tudi drugi proteini kompleksa, z različico nukleotidnega 
zaporedja v vezavnih mestih, vplivali na neustrezno tvorbo le-tega. Posledično ne bi prišlo 
do ubikvitinacije EPAS1, kar bi vodilo do razvoja eritrocitoze. V prihodnje bi se torej 
študije lahko osredotočile tudi na te proteine in njihove različice nukleotidnega zaporedja 
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(Cul2, EloB, EloC, RBX1 in E2) ter natančneje raziskale tudi vlogo šaperonov (Hsp 70 in 
TRiC), katerih delovanje še ni popolnoma jasno. 
Povečana tvorba eritrocitov je v nekaterih okoliščinah tudi zelo dobrodošla, npr. v namen 
odpravljanja anemij. Iz tega razloga poznavanje celotnega procesa tvorbe in zaviranje 
tvorbe eritrocitov ne bo koristno le pri eritrocitozi, temveč bo pripomoglo tudi k razvoju 
novih terapevtskih metod za zdravljenje anemij (Nguyen in sod., 2015).  
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6 SKLEPI  
V okviru magistrskega dela smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Hipoteza 1 se glasi: različice nukleotidnega zaporedja gena VHL, povezane z 
družinsko eritrocitozo tipa 2, se nahajajo znotraj regij vezavnih mest s proteini. 
Na podlagi podatkov iz pregleda literature smo potrdili hipotezo 1, saj se različice 
nukleotidnega zaporedja nahajajo preko celega proteina VHL, tudi na vezavnih 
mestih s proteini, ki zaznavajo raven kisika. S pregledom literature smo pridobili 20 
vzročnih različic nukleotidnega zaporedja za ECYT2 in jih dopolnili z relevantnimi 
genomskimi informacijami. Pridobili smo tudi vezavna mesta VHL s štirimi 
proteini, ki vplivajo na regulacijo kisika. Regije vezavnih mest skupaj vsebujejo 
deset različic nukleotidnega zaporedja povezanih z ECYT2. 
 
 Hipoteza 2 se glasi: na osnovi genetske variabilnosti gena VHL bomo razvili 
diagnostično metodo za opredelitev družinske eritrocitoze tipa 2.  
Hipotezo 2 smo potrdili, saj smo vzpostavili molekularno-genetsko metodo za 
diagnostiko družinske eritrocitoze tipa 2. Gen VHL ima tri eksone. V okviru 
raziskave smo optimizirali pogoje za pomnožitev celotne kodirajoče regije. Za 
ekson 1 in ekson 2 so pogoji pomnoževanja ustrezno optimizirani, medtem ko 
pomnoževanje eksona 3 potrebuje dodatno optimizacijo. 
 
 Hipoteza 3 se glasi: bolniki z eritrocitozo neznanega vzroka, ki so vključeni v 
raziskavo, imajo različice nukleotidnega zaporedja v genu VHL.  
Ovrgli smo hipotezo 3, saj bolniki z eritrocitozo neznanega vzroka, vključeni v 
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7 POVZETEK  
Družinska eritrocitoza je heterogena skupina redkih dednih bolezni s povišanim številom 
rdečih krvničk, hemoglobina in hematokrita. Sekundarna družinska eritrocitoza je 
povezana z različicami nukleotidnega zaporedja v genu za eritropoetin (EPO) in drugimi 
geni vključenimi v zaznavanju kisika. Hormon EPO, katerega transkripcija je ob nizki 
koncentraciji kisika aktivirana z genom EPAS1, je glavni regulator produkcije rdečih 
krvničk v kostnem mozgu. V pogojih z normalno količino kisika je protein EPAS1 
razgrajen s kompleksom, katerega del je protein VHL. V sklopu magistrskega dela smo 
postavili mutacijsko analizo na genu VHL, z namenom prenosa protokola v kliniko.  
V prvem delu magistrske naloge smo zbrali vse do sedaj opisane različice nukleotidnega 
zaporedja, povezane z družinsko eritrocitozo tipa 2 (ECYT2). Prav tako smo preučili 
glavna vezavna mesta proteina VHL, pri katerih bi različice nukleotidnega zaporedja lahko 
vodile v razvoj preučevane bolezni. Ugotovili smo, da je do sedaj bilo objavljenih 20 
različic nukleotidnega zaporedja povezanih z ECYT2. Različice smo umestili v 
aminokislinsko zaporedje in ovrednotili njihov pomen za pravilno delovanje proteina 
VHL.  
V drugem delu smo optimizirali reakcijo PCR za celotno kodirajočo regijo VHL (ekson 1, 
2, 3), kateri je sledilo čiščenje produktov PCR in sekvenčna reakcija. Z optimizirano 
reakcijo PCR smo analizirali vzorce štirih bolnikov s sumom na družinsko eritrocitozo in 
dveh zdravih kontrol, ki smo jih pridobili v sodelovanju s SHL. Pri sekvenčni reakciji smo 
sekvence bolnikov in zdravega sorodnika primerjali z zdravo kontrolo in referenčno 
sekvenco gena. Ugotovili smo, da nobena od preiskovanih oseb nima različice 
nukleotidnega zaporedja v genu VHL.  
V prihodnosti bo potrebno dodatno razviti diagnostično analizo še za druge gene, ki bi 
lahko vplivali na razvoj eritrocitoze in jih vpeljati v kliniko. V ta namen bi bilo dobro 
podrobneje raziskati mehanizme in proteine, ki sodelujejo pri odgovoru celice na 
pomanjkanje kisika. Ob tem bi bilo potrebno večji poudarek posvetiti do sedaj še dokaj 
neraziskanim proteinom, kot so šaperoni, saj imata šaperonin TRiC in tudi šaperon Hsp70 
pomembno vlogo pri tvorbi kompleksa VCB.  
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Priloga A 





IME GENA (ANG.) 
ASPN 608135 ASPORIN 
BHLHE41 606200 BASIC HELIX-LOOP-HELIX FAMILY, MEMBER E41 
BPGM 613896 BISPHOSPHOGLYCERATE MUTASE 
EGLN1 
(PHD2) 
606425 EGL9, C. ELEGANS, HOMOLOG OF, 1 
EGLN2 606424 EGL9, C. ELEGANS, HOMOLOG OF, 2 
EGLN3 606426 EGL9, C. ELEGANS, HOMOLOG OF, 3 
EPAS1 
(HIF2A) 
603349 ENDOTHELIAL PAS DOMAIN PROTEIN 1 
EPO 133170 ERYTHROPOIETIN 
EPOR 133171  ERYTHROPOIETIN RECEPTOR 
GFI1B 604383 GROWTH FACTOR - INDEPENDENT 1B 
HBA1 141800 HEMOGLOBIN - ALPHA LOCUS 1 
HBA2 141850 HEMOGLOBIN - ALPHA LOCUS 2 
HBB 141900 HEMOGLOBIN - BETA LOCUS 
HIF1A  603348  HYPOXIA-INDUCIBLE FACTOR 1, ALPHA SUBUNIT 
HIF3A 609976  HYPOXIA-INDUCIBLE FACTOR 3, ALPHA SUBUNIT 
HIF1AN 606615  HYPOXIA-INDUCIBLE FACTOR 1 - ALPHA INHIBITOR 
JAK2 147796 JANUS KINASE 2 
SH2B3 605093  SH2B ADAPTOR PROTEIN 3 
PKLR 609712  PYRUVATE KINASE, LIVER AND RED BLOOD CELL; 
TET2 612839  TET ONCOGENE FAMILY, MEMBER 2; TET2 
VHL 608537 VHL TUMOR SUPPRESSOR GENE 
ZNF197 194557 ZINC FINGER PROTEIN 20 
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Priloga B 
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Priloga C 




A Ala alanin 
C Cys cistein 
D Asn asparaginska kislina 
E Glu glutaminska kislina 
F Phe fenilalanin 
G Gly glicin 
H His histidin 
I Ile izolevcin 
K Lys lizin 
L Leu levcin 
M Met metionin 
N Asn asparagin 
P Pro prolin 
Q Gln glutamin 
R Arg arginin 
S Ser serin 
T Thr treonin 
V Val valin 
W Trp triptofan 
Y Tyr tirozin 
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Priloga D 
Rezultati reakcije PCR na vzorcu zdrave kontrole Z1 
 
Legenda: E – ekson,  L – standardna lestvica odsekov DNA, V – vzorec, NTC – notranja kontrola.   
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Priloga E 
Plakat za namen 6. kolokvija iz genetike in 12. srečanja SBD 
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Priloga F 
Referenčno zaporedje gena VHL - prikaz lege ZO (rumeno), delov kodirajoče regije oz. 
eksonov (podčrtano) in sekvenc, ki smo jih sekvencirali (sivo) 
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CTATACAAAAAATTTTTAAAAATTAGCATGGCGGCACACATCTGTAATCCTAGCTACTTGGCAGGCTGAG 
GTGAGAAGATCATTGGAGTTTAGGAATTGGAGGCTGCAGTGAGCCATGAGTATGCCACTGCACTCCAGCC 
TGGGGGACAGAGCAAGACCCTGCCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCAGGCCGGGCATGGTGGCTCA 
CGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGTCGAGGTGGGCAGATCACCTGAGGTCAGGAGTTCGAGACCAGC 
CTGGCCAACATGGTAAAACCCCATTTCTACTAAAAAATACAAGAATTAGCTGGGTGTGGTGGCGCATGCC 
TGTAATCCTAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCCAGGAGGCGAAGATTGCAGTGA 
GCTGATATCGCACCATTGTACTCCAGCCTGTGTGACAGAGCAATACTCTTGTCTCAAAAAAAAAAAAAAA 
TTCAAATCAGAGTGAAGTGAATGAGACACTCCAGTTTTCCTTCTACTCCGAATTTCAACTGATTTTAGCT 
CCTCCTTTCAACATTCAACAAATAGTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGATGGAGTCTCA 
CTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGTGCGATCTCTGCTCACTACAAGCTCTGCCTCCCGAGTTCAAG 
TGATTCTCCTGGCTCACCCTCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGCGCCTGCCACCATGCCTGGCTAATTTTG 
TGTTTTTAGTGGAGACGGGGTTTCACCATGTTGTCCAGGATGGTCTTGATCTCCTGACCTTGTGATCCAC 
CCACCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACCGCGTCCAGCCAGCTTTATTATTTTT 
TTTAAGCTGTCTTTGTGTCAAAATGATAGTTCATGCTCCTCTTGTTAAAACCTGCAGGCCGAGCACAGTG 
GCTCATGCCTGTAATCCCAGCATTTTGGGAGACCAAGGCGGATGGATCACCTGAGGTCAGGAGCTGAAGA 
CCAGCCTGGCTAACATGGTGAAACCTCATCTCCACTTAAAATACAAAAATTGCCGGCCGCGGCGGCTCAT 
GCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCTAGGCGGGTGGATCACGAGGTCAGGAAATCGAGACCATCCTG 
GCTAACACGGGTGAAACCCCGTCTCTATTAAAAAATAGAAAAAATTAGGCGGGCGTGGTGGTGAGCGCCT 
GTAGTCCCAGCTACTCGAGAGCCTGAGGCAGGAGAATGGCATGAACCTGGAAGGCGGAGCTTGCAGTGAG 
CTGAGATGGTGCCACTGCACTCTAACCTGGGCGACAGAGTGAGACACCGTCTCAAAAAAAAAAACAAAAA 
ACAAAAATTATCCAGGTGTGGCGGTGGGCGCCTGTGAGGCAGGCGAATCTCTTGAACCCGGGAGGCGGAG 
GTTGCAGTGAGCCAAGATCACACCATTGCACTCCAGCCTGGGCAACAAGAGTGAAATTCCATCTCAAAAA 
GAAACCAAAAAAACAAAAAAAAAACATGCCGTTTGAGTACTGTGTTTTTGGTGTTGTCCAAGGAAAATTA 
AAAACCTGTAGCATGAATAATGTTTGTTTTTCATTTCGAATCTTGTGAATGTATTAAATATATCGCTCTT 
AAGAGACGGTGAAGTTCCTATTTCAAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAAGCTGTTTTTTAATACAT 
TAAATGGTGCTGAGTAAAGGAAATAGGCAGGGTGTGTTGTGTGGTGTTTTAACTAGGCGCTTCTCTCTCA 
GAGAGTTTTGAAACCTGTTTACATAAAGGCCCAGGATGGGAAGGAGATCCAAACATAAGCCACCAGCCTC 
ATTCCAAGTCTCTTCTATTTCCAACCCTGGATTTTTTTTTTTTATTTAACATTGTTTCTTTTAGCTTTAT 
TTTTCTTATAAAAGAAATGTATCACTATAAAAAATTACACACTACAGAAAAATATTAAGAAGAAAAACAT 
TCACATCGGAAACAAAGTTTTTTCCCATGAAAACAGAACCCAAAAGGGTAAGTGGTTAGTATTTCACCAG 
CAATTATGTTGAGAATAAGGCCAGGCGAGGTGGCTCACGCCTGTAATCTCAGCACTTTGGGAGGCCAGGG 
CAGGCAGATCATCT 
 
 
